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姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞增殖抑制和凋亡相关基因表达的影响 *
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测结果显示细胞经姜黄素处理后出现明显的凋亡峰；免疫反应结果显示，凋亡相关基因 bcl-2 和 P53 表达水平降低，而 bax 和 Fas




Effects of curcumin on anti-proliferation and expression of apoptosis
interrelated gene of Human Osteosarcoma MG-63 Cells*
ZHAO Zhen-li1, ZHENG Yan-bin1, CHEN Lan-ying2, LIU Yong-jin1, WU Fu-yun1, LI Qi-fu1△
（1 The Key Laboratory ofMinistry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering, Xiamen University, Xiamen 361005, China;
2 Henan University of Urban Constrction, Pingdingshan 467044, China）
ABSTRACT Objective: To investigate the regulatory effect of curcumin on proliferation inhibition and apoptosis in human os-
terosarcoma MG-63 cells. Methods: MG-63 cells were treated by curcumin, and the inhibitory effect on cell proliferation was assessed by
cell count. The apoptosis was inspected by fluorescent staining. The cell cycle analysis was detected by FCM. The expression level of
genes related with apoptosis was observed by immunohistochemistry and western blotting immunoreaction. Results: The results showed
that the cells growth was inhibited with the increasing of the concentration of curcumin and the elongation of the treated time,and the
highest inhibition rate was 89.07%. Parts of cells presented the typical morphological changes of apoptosis: chromatin concerntrated and
agglutinatied, cell nucleus shrinked and cataclased under the microscope. The results of FCM analysis showed that curcumin could in-
duce cells into apoptosis, which was proved by the emergence of apoptotic peak. The results of immunoreaction suggested that the ex-
pression level of bcl-2 and P53 were down-regulated and the expression level of bax and Fas were upregulated. Conclusions: Curcumin
not only inhibited cell proliferation but also induced apoptosis of MG-63 cells, which may be related to the ratio of the expression level of
bcl-2 and bax as well as reception of the signal of stimulating apoptosis.
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黄素能诱导多种肿瘤细胞凋亡，我们实验室此前研究表明姜黄
素能诱导人胃腺癌 BGC-823 细胞、人食管癌 EC9706 细胞和人














1.2.1 细胞培养和诱导处理 人成骨肉瘤 MG-63 细胞培养于
RPMI-1640 培养液中 （内含 15%热灭活小牛血清和 100 U/mL
青霉素、100 U/mL 链霉素及 50 μg/mL 卡那霉素，pH 7.2），于
37℃，5% CO2 培养箱中培养。姜黄素用二甲基亚砜（DMSO）溶
解，-20℃避光保存。取对数生长期的人成骨肉瘤 MG-63 细胞
进行消化传代，接种 24 h 后，对照组细胞更换新鲜培养液，处
理组更换为姜黄素处理液。
1.2.2 细胞的生长抑制实验 取对数生长期细胞，制成 5×104
个 /mL 浓度的细胞悬液，以每瓶 2 mL 的接种量接种于一批 25
mL 培养瓶中。培养 24 h 后，对照组细胞换上新鲜培养液，处理
组换上浓度分别为 5.0、7.5 和 10.0 mg/L 的姜黄素处理液。加药
处理后逐日（1-7 d）取对照组和处理组细胞各 3 瓶，用台盼蓝拒
染法进行活细胞计数，取其平均值，绘制细胞生长曲线。
1.2.3 细胞周期测定 收集对照组和处理组 （7.5 mg/L，3 d；下
同）细胞，0.01 mol/L PBS 重悬洗涤 3 次，每次 3 min。细胞沉淀
重悬于 0.5 mL 0.01 mol/L PBS 缓冲液中，缓慢注入 5 mL 的
75%乙醇（冰预冷）中固定，4℃过夜。细胞上机检测前先离心去
除乙醇，0.01 mol/LPBS 洗涤 3 次，每次 3 min，加入不含 DNase
的 10 mg/mL RNaseA（0.01mol/L PBS 配制）重悬细胞，37℃温
育 30 min，离心后加入 50 μg/mL 的碘化丙啶（PI）4℃避光染色
30 min，300 目滤网过滤，然后用流式细胞仪（Beckman 公司产
品）进行细胞周期时相动力学检测。
1.2.4 光学显微镜观察 取分别长有对照组和处理组细胞的盖
玻片条，0.01 mol/L PBS 液漂洗 3 次，每次 5 min；Bouin-Hol-
lande 液中固定过夜，70%乙醇漂洗，常规苏木精 - 伊红（Hema-
toxylin-Eosin，HE）染色，Olympus BH-2 型光学显微镜下观察拍
照。
1.2.5 Hoechst33258-PI 双染色检测细胞凋亡 取分别长有对照
组和处理组细胞的盖玻片条，0.01 mol/L PBS 液漂洗 3 次，每次
5 min；加入 Hoechst33258 染液，终浓度为 10 μg/mL，37℃避光
染色 10 min，继续加入 PI 染液，终浓度为 10 μg/mL，4℃避光
反应 20 min，滴加 4%多聚甲醛（pH 7.2）室温固定 10 min，0.01
mol/L PBS 漂洗 3 次，每次 5 min；抗荧光淬灭剂封片。荧光显
微镜（Olmpus BH-2）观察拍照。
1.2.6 凋亡相关基因表达产物的免疫细胞化学检测 取分别长
有对照组和处理组细胞的盖玻片条，0.01 mol/L PBS 漂洗 3 次，
每次 3 min；丙酮 4℃固定 15 min；3% H2O2 孵育 10 min，蒸馏
水冲洗，0.01 mol/L PBS 漂洗 3 次，每次 5 min；5% BSA 封闭 10
min；分别滴加 bcl-2、bax、Fas 和 P53 抗体（抗体稀释 1：200），4
℃孵育 30 min；0.01 mol/L PBS 漂洗 3 次，每次 5 min；滴加生
物素标记的二抗 （IgG/Bio），37℃孵育 30 min；0.01 mol/L PBS
漂洗 3 次，每次 5 min；滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素
SABC，37 ℃孵育 30 min；0.01 mol/L PBS 漂洗 3 次，每次 5
min；DAB 显色剂室温显色 5~20 min；蒸馏水充分冲洗，乙醇系
列脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。荧光显微镜（Olmpus
BH-2）观察拍照。
1.2.7 Western blotting 免疫印迹法检测凋亡相关基因表达 收
集对照组和处理组细胞，提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，
与 2×SDS 上样缓冲液 1：1 比例混合后沸水浴 5 min，高速瞬
时离心后按蛋白量 10 μg 上样。15% SDS-PAGE 凝胶电泳后半
干转印法转移蛋白至 PVDF 膜上。4℃，3%BSA 封闭过夜；然后
加入用 2%BSA 稀释的 bcl-2、bax、Fas 和 P53 抗体 （抗体稀释
1：2000），室温条件下震荡孵育 1.5 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10
min；加入用 2%BSA 稀释的 HRP 标记的二抗 （抗体稀释 1：
4000），室温条件下震荡孵育 1.5 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10
min；ECL 显色观察。以 β-actin 做内参照。
2 结果
2.1 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞的增殖抑制作用
细胞生长曲线测定结果显示（图 1），人成骨肉瘤 MG-63 细
胞对照组细胞增殖速度较快，起始接种细胞数为 5×104 个
/mL，连续培养至第 7 d，细胞数为 81.76×104 个 /mL，为原来的
16.35 倍。经不同浓度的姜黄素处理后，MG-63 细胞生长分别受
到不同程度的抑制。其中 5.0 mg/L 姜黄素处理 7 d，细胞数为
45.39×104 个 /mL， 原 来 的 9.08 倍 ， 细 胞 生 长 抑 制 率 达
44.48%；7.5 mg/L 姜黄素处理 7 d，细胞数为 20.07×104 个
/mL，为原来的 4.01 倍，细胞生长抑制率为 75.45%，当处理至
第 3 d 时，细胞计数结果为 15.93×104 个 /mL，细胞生长抑制率
为 68.56%；而经 10.0 mg/L 姜黄素处理 7 d 后，细胞数 8.94×
104 个 /mL，仅为原来的 1.79 倍，细胞抑制率高达 89.07%。由于
5.0 mg/L 姜黄素对细胞生长的抑制率相对较低，10.0 mg/L 姜
黄素对细胞生长的抑制率又太高，细胞已大量脱落，当 7.5
mg/L 姜黄素处理细胞 3 d 时细胞铺展较为明显，细胞生长受到
明显抑制，此时细胞材料也可保障后续实验顺利进行，因此本
研究选择 7.5 mg/L 和 3 d 作为姜黄素处理 MG-63 细胞的适宜
浓度和时间。




中，姜黄素诱导 MG-63 细胞后出现了明显的凋亡峰，即 sub-G1
峰，细胞比例为 26.8%；处于 G0/G1 期的细胞比例减少，由
48.2%下降为 41.3%，降低幅度为 14.3%；其中 S 期细胞比例由
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25.2%下降为 10%，降低幅度为 60.3%；而 G2/M 期细胞比例减
少幅度不大，由 25.8%下降为 21.9%，降低幅度为 15.1%。由细
胞周期柱形图可见（图 2-b），与对照组相比，姜黄素处理组细胞
出现明显的凋亡峰，G0/G1 期、S 期和 G2/M 期细胞比例都下
降，其中 S 期细胞比例减少尤为明显，说明姜黄素阻止了基因
组 DNA 的合成，从而抑制了细胞的分裂增殖速度。
2.3 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞形态的光学显微镜观察















2.5 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡相关基因表达的影
响













图 1 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞增殖的影响
Fig.1 The effect of curcumin on the proliferation of MG-63 cells
图 2 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞周期的影响
注：a，FCM 检测；b，柱形图分析
Fig.2 The effect of curcumin on the cell cycle of MG-63 cells
Note: a, FCM detected; b, Bar chart analyzed
图 3 MG-63 细胞的 H.E 染色观察（Bar=40 μm）
注：a，对照组；b，处理组
Fig.3 MG-63 cells observed by HE (Bar=40 μm)
Note: a, control group; b, treated group
图 4 MG-63 细胞的 Hoechst 33258/PI 染色观察（Bar=40 μm）
注：a，对照组；b，处理组
Fig.4 MG-63 cells observed by Hoechst 33258/PI (Bar=40 μm)
Note: a, control group; b, treated group
图 5 MG-63 细胞内 bcl-2 蛋白表达（Bar=40 μm）
注：a，对照组；b，处理组
Fig.5 The expression of bcl-2 in MG-63 cells (Bar=40 μm)
Note: a, control group; b, treated group
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Fas 蛋白在对照组细胞中表达较弱，免疫显色反应呈弱阳
性，反应产物为浅黄色颗粒，主要分布于细胞核和核周边细胞













蛋白（25 KDa）表达水平下降，而 bax 蛋白（23 KDa）表达水平
显著增强；此外姜黄素提高了 Fas 蛋白（48 KDa）的表达水平，
而降低了 P53 蛋白 （53 KDa） 的表达水平。即人成骨肉瘤
MG-63 细胞经姜黄素诱导凋亡后，bcl-2 和 P53 蛋白表达水平
减弱，而 bax 和 Fas 蛋白表达水平增强。
3 讨论







峰，细胞比例高达 26.8%；G0/G1 期、S 期和 G2/M 期细胞比例
都下降，其中 S 期细胞比例减少尤为明显，由 25.2%下降为
10%，降低幅度为 60.3%，表明姜黄素阻止了基因组 DNA 的合
成，从而抑制了细胞的分裂增殖速度。实验结果表明，姜黄素诱
导处理 MG-63 细胞的增殖受到了显著抑制，细胞周期在 S 期
受到阻滞，出现明显的 sub-G1 凋亡峰。这一结果与本实验室研
究人胃腺癌 BGC-823 细胞、人食管癌 EC9706 细胞和人永生化
上皮细胞 HaCaT 细胞凋亡时观察到的细胞增殖及周期变化相














图 6 MG-63 细胞内 bax 蛋白表达（Bar=40 μm）
注：a，对照组；b，处理组
Fig.6 The expression of bax in MG-63 cells (Bar=40 μm)
Note: a, control group; b, treated group
图 7 MG-63 细胞内 Fas 蛋白表达（Bar=40 μm）
注：a，对照组；b，处理组
Fig.7 The expression of Fas in MG-63 cells (Bar=40 μm)
Note: a, control group; b, treated group
图 8 MG-63 细胞内 P53 蛋白表达（Bar=40 μm）
注：a，对照组；b，处理组
Fig.8 The expression of P53 in MG-63 cells (Bar=40 μm)
Note: a, control group; b, treated group
图 9 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞相关凋亡基因表达的影响
Fig.9 Effects of curcumin on the expression of interrelated apoptosis gene
in the MG-63 cells
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后 bax 蛋白和 P53 蛋白表达增强，而 bcl-2 蛋白和 Fas 蛋白表
达减弱；Western blotting 分析结果也表明 MG-63 细胞利用姜
黄素处理后 bax 蛋白表达升高，bcl-2 蛋白表达降低，同时姜黄




类似[13-15]。本文的 Western blotting 免疫研究结果进一步确证了
免疫细胞化学的实验结果，即 MG-63 细胞用姜黄素处理后凋
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